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Resumen La isquemia y reperfusi6n intestinal (I-RI) desencadena un proceso inflamatorio a nivel sistemico, en
el cuallos leucocitos contribuyen a los efectos deletereos mas alia de la pared intestinal. La infiltra-
cion leucocitaria de 6rganos de choque de I-RI como los pulmones y el higado involucra alas moleculas de adhe-
sion ICAM-1 y CD11/CD18. Se ha destacado la participacion de la molecula de adhesion CD44 en otros procesos
inflamatorios tales como artritis reumatoidea 0 dermatitis alergica de contacto, sin embargo se desconoce su imp/i-
cancia en la patogenia de I-RI. Con el objetivo de establecer un posible rol de CD44 en el desarrollo de inflamacion
sistemica por (-AI, hemos estudiado la expresion de esta molecula a nivel del AANm en un modelo murino de
isquemia y reperfusion intestinal. En el higado y el bazo de animales sometidos a I-RI hallamos un aumento en el
numero de isoformas variables de CD44 expresadas con respecto a animales no tratados 0 sometidos a laparotomia.
Este hallazgo indica que el proceso de I-RI induce especificamente la expresion de distintas isoformas de CD44.
El aumento en la expresion de CD44 observado en el higado de animales sometidos a I-RI sugiere la.contribucion
de esta molecula de adhesion a la activacion y migraci6n de linfocitos hacia este organo injuriado. Por otra parte,
el incremento en el numero de isoformas expresadas en bazo estaria inducido por el microambiente proinflamatorio
que resulta de la actividad de depuracion sistemica del mismo.
I
Abstract Modulation of isoforms of CD44 adhesion molecule in a murine model of gut-ischemia-reperfu-
sion. Gut ischemia-reperfusion (G-IR) induces a systemic inflammatory response, in which leukocyte
contribution to this injury in distant organs is important. ICAM-1 as well as CD11/CD18 have been involved in leukocyte
infiltration in liver and lungs. CD44 adhesion molecule plays an essential role in other inflammatory processes such as
rheumatoid arthritis and allergic contact dermatitis, however its implication in G-IR has not been described. In order to
establish a possible role of CD44 in the development of systemic inflammation by G-IR, we have studied CD44 mANA
expression by RT-PCR in a murine model of gut ischemia reperfusion. Animals subjected to G-IR showed an increased
number of CD44 variable isoforms expressed in liver and spleen compared to non-treated animals or animals subjected
to laparotomy. This finding indicates that G-IA specifically induces the expression of different CD44 variable isoforms.
Liver CD44 upregulation in animals subjected to G-IR suggests a contribution of this molecule to Iymphocyte activation
and migration to this injured organ. Moreover, increased isoform expression in spleen may be induced by the
proinflammatory environment resulting from a systemic depuration activity.
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La reperfusion intestinal luego de un periodo de
isquemia es comun en situaciones clinicas tales como el
shock hemomlgico, cirugia vascular, isquemia mesen-
terica y transplante de intestino delgado. La disminuci6n
del flujo sanguineo produce la necrosis de la mucosa
intestinal a nivel de los extremos de las vellosidades. La
reperfusi6n tras un episodio isquemico libera radicales
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libres del oxigeno que pueden acrecentar la extensi6n
de la necrosis de la mucosa, comprometiendo aun mas
la capacidad de absorber liquido y permitiendo el pasaje
hacia la luz de liquido intersticial y proteinas plasmati-
cas'. 4. La disrupci6n de la membrana de la mucosa fa-
vorece la translocaci6n bacteriana y permite la absor-
cion de toxinas bacterianas y productos toxicos
intraluminales como consecuencia de una perdida de la
funcion mecanica de barrera de la mucosa intestinal5.
En estas condiciones se ha detectado una respuesta
inflamatoria descontrolada que puede desencadenar fa.
lIa multiorganica, inmunosupresi6n sistemica y sepsis.
Existen evidencias sobre la contribucion de los
leucocitos a los efectos deletereos de la isquemia y
reperfusi6n intestinal mas alia de la pared intestinal, es-
pecialmente en el higado y los pulmones6.8. Las altera-
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ciones hepaticas propias de la I-RI como alteraci6n del
estado redox mitocondrial, extravasaci6n de albumina y
reduccion del flujo biliar son significativamente reduci-
das en ratas neutropenicas9. Un evento clave en la pro-
duccion del daiio hepatico por la I-RI es la adhesion
leucocitaria al endotelio capilar. La acumulacion de
neutrofilos en el higado luego de la I-RI y la produccion Ide stress oxidativo en la proximidad de los sinusoides .
no perfundidos, especialmente en la region pericentral,
requiere de las moleculas de adhesion ICAM-1, CD11/
CD18 Y P-selectina tal como 10demuestran los estudios
en ratones deficientes en estas molEkulas10y el bloqueo
de la leucostasis hepatica y el stress hipoxico con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra ICAM-1,
CD11/CD186.
Se ha demostrado en el modelo de I-RI una disfuncion
microvascular pulmonar y un aumento de la infiltracion
leucocitaria, la cual es tambien atenuada por anticuerpos
monoclonales dirigidos contra las moleculas de adhe-
sion CD11/CD18 en leucocitos 0 ICAM-1 en celulas
endoteliales11, 12.
CD44 es tambien una moh3cula de adhesion que es
capaz de mediar la transmigraci6n de linfocitos hacia
sitios de inflamacion activa13,15.Su participacion en la
transmigracion requiere la activaci6n celular para la ex-
presion de isoformas variables e induccion de la capaci-
dad de union a su ligando principal, el acido hialuronico
(HA), como asi tambien el aumento de la eficiencia de
rolling para la mediacion de la fase de adhesion prima-
ria16,20.
La familia CD44 esta codificada por 20 exones, los
exones 1-5 y 16-20 se expresan en forma constante y
constituyen la forma estandar de CD44 predominante
en la mayoria de los tipos celulares, los exones 6-15
pueden incorporarse a la estructura constante en la por-
cion extracelular en una 0 mas combinaciones por un
proceso regulado de splicing alternativ021,23formando
diferentes isoformas variables con caracteristicas de
adhesion distintivas24,25.
Se ha descripto la participacion de las isoformas de
CD44 en respuestas inmunes normales y patologicas.
En un trabajo anterior utilizando el modelo "air-pouch"
en raton hemos correlacionado la expresion de ARNm
de isoformas variables en leucocitos del exudado infla-
matorio inducido por zymosan con la transmigracion hacia
el sitio de injuria26.Con el proposito de determinar si CD44
tiene tambien un rol en la patogenia del daiio por la I-RI,
en el presente trabajo estudiamos la expresion de
isoformas variables de esta molecula de adhesi6n en
organos de choque. Nuestros resultados revelaron que
el patron de expresion de isoformas fue alterado en el
higado y el bazo de animales sometidos a I-RI, sugirien-
do una participacion importante de la expresion de for-
mas activas de CD44 en la regulacion de la respuesta
leucocitaria en este modelo.
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Materiales y metodos
Animales
Se trabajo con ratones BALBc (28-32 g), mantenidos con pellets
Cargill y agua ad libitum. Los estudios se realizaron de acuer-
do a la Gufa NIH para el Cuidado y Uso de Animales de Labo-
ratorio.
Modelo murino de isquemia y reperfusi6n
Los ratones fueron distribuidos en 3 grupos de 6 animales cada
uno:
Grupo experimental: Se anestesio a los animales con hidrato
de cloral al 7% (1 ml/200 9 de peso), y se efectuo una
laparotomia, se expuso el intestino y se coloco un clamp en la
arteria mesenterica superior durante 30 min (tiempo de
isquemia), luego se retiro el clamp y se esperaron 15 min (tiem-
po de reperfusion). Se sacrifico a los animales por dislocacion
cervical y se removieron los organos: timo, hfgado, bazo,
ganglios y pulmones.
Grupo control cirugfa: Se anestesio a los animales, luego
se practico una laparotomia, movilizacion intestinal sin clampeo
de la arteria mesenterica y remocion de los organos a los 45
min. Este control se efectuo con el fin de diferenciar los efec-
tos de la cirugfa de los producidos por la isquemia y reperfusion
intestinal.
Grupo control basal: Se anestesio a los animales, inmedia-
tamente despues se removieron los organos.
En todos los casos los organos se mantuvieron en nitroge-
no Ifquido hasta su utilizacion.
Extracci6n de RNA total de los 6rganos y tejidos
La extraccion se lIevo a cabo en el timo, el higado, el bazo,
los ganglios y los pulmones de los animales de los distintos
grupos con TRlzolTM Reagent (GIBCO BRL, NY, USA) segun
Jas instrucciones recomendadas por el fabricante. Luego de
disgregar el tejido por metodos mecanicos, se homogeneizo en
TRlzol. Se separaron las fases con cloroformo y se precipito
el ARN con isopropanol a partir de la fase acuosa.
Luego de lavar el pellet de ARN total con Etanol 75%, se
resuspendio en Hp-DEPC y se midio D0260y D0280para cal-
cular la concentracion de ARN y la relacion D026O/D0280,veri-
ficando que esta ultima fuera mayor a 0.7. .
Transcripci6n reversa
La sintesis de cDNA a partir del ARN total extrafdo, se lIevo a
cabo utilizando primers oligo(dT)1S' A 1 IJgde RNA se agrega-
ron dNTPs 10 mM, oligo(dT),s 2 1Jg/1J1Y agua tratada con DEPC
hasta completar 15 IJI.Se incubo 10 min a 70°C para desna-
turalizar el RNA. Se agrego RNAsin, Buffer RT y 200 unidades
TABLA 1.- 0ligonucle6tidos utilizados para la
amplificaci6n por RT-PCR
Iniciador Secuencia de 5' a 3'
*CD44s1
**CD442a
*(3-Actin (A)
**(3-Actin (B)
ACC CCA GAA GGC TAC ATT TTG C
CTC ATA GGA CCA GAA GTT GTG G
ATG GAT GAC GAT ATC GCT
ATG AGG TAG TCT GTC AGG T
*; Iniciador sentido; U; iniciador antisentido
+- 220 pb I CD44 standard
2 3 4
+- 570 pb p-actina
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de MMLV-RT (Promega, Madison, USA). Se incub6 a 37 .C
durante 90 minutos y se inactiv6 la enzima RT a 95 .C 5 min,
para evitar su actividad de exonucleasa.
Amplificaci6n par PCR
Las muestras de cDNA obtenidas fueron sometidas a amplifi-
caci6n. A 5 1.11de cDNA se le agreg6 iniciador sentido y
antisentido, agua tratada con DEPC, Buffer taq 10 X, CI2Mg,
dNTPs, Taq DNA polimerasa (Promega, Madison, USA) y 3
gotas de aceite mineral. Los tubos de reacci6n fueron someti-
dos a diferentes ciclos de amplificaci6n y a una extensi6n final
a 72 DC10 min en un termociclador Perkin Elmer 480. Las se-
cuencias deJos primers utilizados figuran en la Tabla 1. La
amplificaci6n de isoformas de CD44 se lIev6 a cabo de acuer-
do a 10 descripto previamente27, 28,se utilizaron los primers
CD44 S1 Y CD44 2A, complementarios a los exones constan-
tes 5 y 6 respectivamente, cada ciclo consisti6 en 94 DC20 seg,
55 DC60 seg, 72 DC120 seg, nDciclos: 35. Para la amplifica-
ci6n de los controles de ~-actina se utilizaron los primers ~-actin
A y ~-actin B: 94 DC 1 min, 52 DC1 min y 72 DC1 min, nDci-
clos: 25.
A
M 2 3
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa
Las muestras amplificadas se analizaron por electroforesis en
agarosa al 2% en buffer TAE (Tris, EDTA Y Acetato de Na) a
75 voltios, 1.5 hs. Las bandas se visualizaron en transilu-
minador UV en presencia de bromuro de etidio.
Resultados
Se ha estudiado por RT-PCR el efecto de la I-RI en la
expresi6n de ARNm de CD44 estandar y sus isoformas
en los 6rganos extraidos a partir de cada animal. He-
mos discriminado los efectos de la I-RI en la expresi6n
de CD44, de los efectos de la cirugia y de la expresi6n
basal, por comparaci6n de los resultados obtenidos en-
tre los grupos experimental, cirugia y basal.
La Fig. 1A muestra la amplificaci6n por PCR realiza-
da en el higado de animales de los grupos experimen-
4
B
2 3
2 3
+- 570 pb
M
isoformas variables
de CD44
220 pb CD44 standard
p-actina
Fig. 1.- Amplificaci6n de isoformas de CD44 en higado (A) y bazo (B) de ani-
males pertenecientes a los grupos control basal (1), control cirugia (2) y
experimental (3 y 4). M: DNA ladder de 100 pb. Ambas figuras son repre-
sentativas de 4 de 6 animales.
tal, co
expre~
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.. 220 pb
I
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2 3
.. 570pb
I
p-actina
C
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8B.
......
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MODULACION DE CD44 POR ISQUEMIA-REPERFUSION 943
A
M 2 3 4
~Ien la
)formas
lal. He-
:presi6n
'presi6n
idos en-
+- 220bp CD44 standard
2 3 4
+- 570 bp p-actina
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Fig. 2.- Amplificaci6n de isoformas de CD44 en pulmones (A), ganglios
mesentericos (B) y timo (C) de animales pertenecientes a los grupos con-
trol basal (1), control cirugfa (2) y experimental (3 y 4). M: DNA ladder de
100 pb. Esta figura es representativa de 6 de 6 animales.
tal, control cirugfa y control basal. Puede evidenciarse la
expresi6n de CD44 estandar (banda de 200 pb) en los 3
grupos, ademas en el hfgado de animales sometidos a
isquemia y reperfusi6n se observan isoformas de mayor
tamano (bandas de 300, 400 Y 500 pb), no presentes en
los controles basal y cirugia; dicho hallazgo fue obser-
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vado en 4 de 6 animales (Fig. 1A). Sin embargo, dicha
expresion diferencial de isoformas no se reprodujo como
un patron constante en esos 4 animales, ya que en el
higado de cada animal sometido a I-RI hallamos varia-
ciones en el numero y en el tamano de las isoformas
expresadas.
Los resultados obtenidos del analisis de CD44 en el
bazo fueron similares a los del higado. Se observo la
expresion de CD44 estandar en los tres grupos y la ex-
presion de isoformas variables de CD44 (bandas de 400,
500 Y 1000 pb) solamente en el grupo experimental; di-
cho c()mportamiento fue evidenciado en 4 de 6 anima-
les (Fig. 1B). En este caso, tambien encontramos distin-
tos patrones de expresion en esos 4 animales.
En los pulmones de los 6 animales analizados, asi
como en los ganglios mesentericos y el timo, no se ob-
servaron diferencias significativas en la expresion de
ARNm de formas variables de CD44 en los animales
isquemiados con respecto a los grupos control (Fig. 2A,
2B Y 2C respectivamente). En los tres grupos se eviden-
cian en los pulmones isoformas de aproximadamente
300 y 350 pb (Fig. 2A), en los ganglios mesentericos
una isoforma de alrededor de 250 pb (Fig. 2B) Y en el
timo isoformas entre las 200 y 500 pb (Fig. 2C).
Los resultados para cada organo son comparables
entre grupos ya que los controles de ~-actina no mues-
tran diferencias.
Discusi6n
El dano en el higado, principal organo de choque en el
proceso de I-RI, es mediado por el secuestro de
leucocitos en los sinusoides y por el stress hipoxico so-
bre los hepatocitos. Se ha demostrado la influencia de
las celulas polimorfonucleares en el dano hepatico por
la limitacion parcial del mismo en animales neutro-
penicos3.6.9.29.Ademas, ha sido descripto que la lIegada
de estas celulas al higado en procesos de I-RI involucra
la participacion de moleculas de adhesion, este hecho
ha sido evidenciado por bloqueo de la transmigracion
con anticuerpos monoclonales contra CD11 b/CD18 e
ICAM-1 y una consecuente disminucion del dano produ-
cido. Sin embargo aun en estas condiciones se detecto
un infiltrado mononuclear principalmente en las zonas
perilobulillar y centro lobulillar hepatica6. Nuestros resul-
tados demuestran la expresion de isoformas variables
de CD44 en el higado inducidas por la I-RI. Comproba-
mos que dicho efecto no se produjo como consecuencia
de la anestesia 0 del proceso quirurgico, ya que no se
observo el mismo patron de expresion en el higado de
los animales de los grupos control cirugia y basal. Se ha
correlacionado la expresion de isoformas de CD44 en
linfocitos, al igual que la induccion de la union de CD44
al acido hialuronico (HA) expresado en la membrana de
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celulas endoteliales, con la capacidad de transmigracion
hacia los sitios de injuria tisular. Este mecanismo de trans-
migracion es analogo al que se describe para ICAM-1 y
CD11/CD18 en la interacci6n polimorfonuclear-endotelio
postcapilarJ°.33.En este marco, la expresi6n de isoformas
variables inducidas en el hfgado por efecto de la I-RI
podria asociarse con la capacidad de transmigracion
linfocitaria hacia este primer y principal 6rgano de cho-
que en este modelo. Es importante destacar que la trans-
migraci6n de linfocitos hacia los sitios de injuria no s610
depende de la expresi6n de CD44 en su forma activa,
con capacidad de union a HA sino de la presencia de HA
en la membrana de endotelio postcapilarJ4. Esta expre-
si6n de HA en el endotelio requiere de un microambiente
de produccion de citoquinas proinflamatorias como el
que conformarfa la poblacion de celulas de Kupffer en el
hfgado de animales sometidos a I-RI como resultado de
la actividad de depuraci6n sobre las bacterias intestina-
les que translocan.
En la patogenia del dano por la I-RI, la translocaci6n
de bacterias desde el intestine hacia la circulaci6n portal
y sistemica es un evento critic035, en el cualla actividad
reticuloendotelial del bazo, 6rgano principal en la depu-
racion de antfgenos particulados, conjuntamente con la
poblacion de celulas de Kupffer en el higado conforman
la principal barrera36.40.Nuestros resultados muestran
un incremento en la expresi6n de isoformas variables
en el bazo, que no se observo en animales normales ni
aun en los sometidos a laparotomia. Considerando que
los linfocitos en estado de reposo expresan CD44
estandar y ante estfmulos inflamatorios, como reconoci-
miento de antfgenos especfficos 0 citoquinas, inducen
la produccion de exones variables41, el aumento en la
expresi6n de isoformas de CD44 detectada en el bazo
podria ser una consecuencia del microambiente
proinflamatorio que resulta de la actividad de depura-
cion sistemica del mismo. Ademas, la induccion de
isoformas de CD44 en el bazo reflejaria la rapidez con la
cual el evento de translocacion bacteriana masiva
impacta en la funcion esplenica. Destacamos tambien la
importancia de los eventos que hemos detectado a nivel
esplenico por cuanto es conocida la susceptibilidad al
shock septico y coagulacion intravascular diseminada de
los pacientes aesplenicos42.44aun cuando no se cono-
cen las bases fisiopatol6gicas de esta susceptibilidad.
A su vez la variacion en la composicion de isoformas
expresadas tanto en el higado como en el bazo, puede
adjudicarse a la variabilidad individual de la flora
microbiana que alcanza la circulacion portal y sistemica
y a la consecuente variacion en la especificidad del esH-
mulo inflamatorio agudo.
La importancia de la actividad de depuraci6n esplenica
es mas evidente en cuanto no hemos detectado la pre-
sencia de isoformas variables en los pulmones, ni aun
en los ganglios mesentericos 0 el timo. La ausencia de
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isoformas en los pulmones, importanles organos de cho-
que, podria adjudicarse a que para los tiempos de
isquemia aplicados en nuestro modelo, las barreras
reticuloendoteliales hepatica y esplenica impiden la 10-
calizacion de antigenos particulados a nivel pulmonar, y
demo ran el inicio de la disfuncion microvascular pulmonar
y la infillracion leucocilaria. Superado un umbral de in-
flamacion local, podria observarse un patron de expre-
sion de isoformas de CD44 similar al hepatico. En cam-
bio, la ausencia de induccion de isoformas variables por
la I-RI que hemos detectado en los ganglios mesentericos
reflejaria una insuficiencia de la funcion ganglionar re-
sultanle de la perturbacion de la circulacion linfalica como
producto mismo de la oclusion de la arteria mesenterica
y posterior reperfusion, y de los cambios que resultan
del pasaje y acumulacion de liquido intersticial y protei-
nas plasmaticas en la luz intestinaI45.47.Estos hallazgos
sugieren que los principales eventos agudos inducidos
por la I-RI como la translocacion bacteriana ocurren por
via hematica mas que linfatica y el impacto se refleja a
nivel hepatico, esplenico y sistemico. Por otra parte, la
ausencia en el timo de isoformas variables inducidas por
la I-RI, en comparacion con la alta induccion observada
en el bazo, seria reflejo del stress agudo de este organo
linfoide en el cuadro de I-RI, como resultado de la
translocacion bacteriana masiva. Se ha demostrado que
los timocitos comienzan un proceso de apoptosis gene-
ralizado detectable alas 4 horas de iniciada una sepsis
polimicrobiana. Este proceso es dependiente de TNF-a,
de la liberacion de esteroides endogenos y en parte de
la inhibicion de la expresion del gen de IL-2 y conduce a
una involucion timica post-septica48.51.Tambien se ha
observado induccion de apoptosis en el timo de anima-
les sometidos a isquemia de la arteria mesenterica su-
perior seguida de reperfusion intestinal52.
En resumen, hemos utilizado la expresion de
isoformas variables como un marcador de los eventos
inflamatorios agudos que ocurren en los principales or-
ganos de choque de la I-RI y relacionamos estos hallaz-
gos con los mecanismos de homing linfocitario hacia los
sitios de injuria mediados por CD44. Como resultado de
la correlacion podemos inferir que la expresion de
isoformas CD44 podria tener un papel importante en la
patogenia del daRo por la I-RI fundamentalmente a nivel
de activacion, liberacion y homing de linfocitos hacia los
organos de choque en una forma regulada.
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I never think of the future. It comes. soon enough.
Nunca pienso en el futuro. Llega demasiado pronto.
Albert Einstein (1879-1955)
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